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近年 来 的 研究 表明 ， 尽 管 不 同类 群 的 纤毛 虫 形成 包 囊 
过 程 中 ,细胞 经 历 了 不 同 程度 的 分 化 ， 形 成 不 同类 型 的 包 
3E. 但 是 其 休眠 包 训 生命 活动 中 对 细胞 内 物质 的 消化 、 能 
量 利用 和 代谢 等 都 具有 共同 的 特征 CIR TR ES, 1995, 
1999; 李 恭 楚 等 ，1999; 陈 灵 等 ，2000)。 这 一 现象 提示 ， 
纤毛 虫 在 休眠 条 件 下 的 生命 活动 可 能 具有 一 些 相同 的 物质 
和 结构 基础 。 由 于 在 高 等 真 核 细胞 中 普遍 存在 的 中 间 娃 维 
- 核 纤 层 - 核 骨 架 体 系 对 细胞 生命 活动 起 到 多 方面 的 重要 
作用 ,并 且 尽 管 目前 公 对 极 少数 原生 动物 现 察 到 该 结构 体 
系 ， 但 它 却 预示 了 在 这 一 原始 的 单 细胞 类 群 中 以 中 和 间 纤 维 
为 基本 形态 单元 的 结构 体系 的 存在 及 其 可 能 作用 。 本 文 以 
昔 养 期 冠 突 伪 尾 柱 虫 ( Pseudourostyla cristata) 及 其 经 人 工 
诱导 区 得 的 休眠 细胞 为 材料 ， 实 验证 实在 两 者 中 均 存 在 所 
述 的 结构 体系 ， 这 对 于 进一步 揭示 并 探索 休眠 细胞 生命 活 
动 的 物质 和 结构 基础 及 其 可 能 的 作用 是 有 意义 的 。 现 将 结 
困 报 道 如 下 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

所 用 材料 为 1997 年 上 海 动物 园 小 湖 内 采集 ,分离 后 建 
立 纯 系 培养 的 冠 突 伪 尾 柱 虫 : 

1.2 方法 

将 冠 突 伪 尾 柱 虫 接种 在 直径 6 cm 左右 的 培养 由 中 ,在 
20 史 左右 的 温度 下 用 麦 粒 祝 培养 ,以 麦 粒 液 钥 化 的 细菌 为 
食料 ， 获 得 进行 无 性 分 裂 生殖 的 纤毛 虫 。 竺 纤毛 虫 培 养 至 
较 高 密度 ( 虫 体 布 满 培 养 凤 底部 ) E, ERT DOC Id) 
温度 下 继续 培养 , 约 1 d 后 ， 纤 毛虫 便 开 始 形 成 包 春 。 

取 处 于 非 分 型 阶段 的 纤毛 虫 及 诱导 获得 的 休眠 细胞 ， 
参照 Fey etal. (1984, 1986) 和 Capco et al. (1984). 的 方 
法 并 稍 作 修 改 ， 对 材料 进行 生化 分 级 抽 提 , 并 制备 DGD 
(diethylene glycol distearate) 包 埋 去 包 埋 透射 电镜 术 样 品 ， 
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观察 EH 

生化 分 级 抽 提 基本 方法 步骤 是 :收集 材料 ,用 0.1 mol/L 
PBS 漂洗 3 次 ,每 次 5 mia; 4C, CSK 液 (100 mmol/L PIPES, 
pH6.8; 1 mol/L KCL;300 mmol/L REKE ; 10 mmol/L EGTA ;300 
mmol/L MgCl;;595 Triton X - 100) fE FH 3 ~ 5 min,0. 1 mol/L 
PBS 漂洗 3 次 ;4 各 ,RSB 3X (10 mmol/L EGTA; 425 mmol/L 
Tris-HCl, pH8.3; 85 mmol/L NaCl; 260 mmol/L MgCl; 1% 
Tween - 40:0.5% DOC) fF Fi 5 min, 0.1 mol/L PBS 漂洗 3 
次 ;室温 ,在 DNA n (100 mmol/L PIPES ,300 mmol/L H 
fii ,300 mmol/L. MgCl;, 10 mmol/L EGTA,50 mmol/L NaCl) f 
如 人 DNase T 至 终 浓度 为 100 ~ 200 ug/mL, fF FH 20 ~ 25 
min, CSK ÆA , DIA UL ER ER PEE RE SE PE DE HE 0.25 mol/L, 
室温 下 作用 5 min;0.1 mol/L PBS X XC Kk 4cjà SUPE, E 
HER, KIH R HX rh s] ET HERUECRE TIRE OR X 

DGD 包 埋 去 包 埋 透 射电 镜 术 样品 制备 的 基本 方法 步骤 
是 : 取 上 述 抽 提 的 细胞 骨架 ，4 氏 下 用 196 RRE SE RC EL RE. 
30 min; 0.1 mol/L 二 甲 砷 酸 钠 钥 冲 液 漂 洗 ， 等 级 酒精 脱水 ， 
JET Bib; DGD (Sigma 产品 ) 包 埋 【 按 正 丁 醇 与 DGD 
比例 依次 为 1:2，1:1，2:1 至 纯 DGD ÆA) 607C24 h; 
超 落 切片 《厚度 80 ~ 100 nm),， 切片 置 于 正 丁 醇 中 ， 溶 去 
DGD， 等 级 酒精 脱水 ， 乙 酸 异 成 酯 置换， 临界 点 于 燥 及 电 
镜 观 察 。 


2 结 果 


2.1 营养 细胞 

表 膜 下 皮层 细胞 质 中 布 满 类 中 间 纤 维 网 络 。 在 不 同 部 
位 网 络 的 密度 不 尽 一 致 ， 其 中 比较 稀 政 的 网 络 区 主要 含有 
直径 10 nm 左右 的 类 中 间 纤 维 ， 比 较 致 密 的 网 络 区 主要 含 
有 直径 10~ 30 nm 的 类 中 间 纤 维 或 纤维 束 。 全 部 类 中 间 纤 
维 或 拖 维 东 中 ， 同 一 纤维 或 纤维 束 在 不 同 部 位 粗细 也 不 一 
致 ， 看 上 去 似 扭曲 的 串珠 状 线 (图 版 1)。 
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在 皮层 细胞 质 深 部 ， 类 中 间 纤 维 的 分 布 显示 明显 的 区 
域 化 特征 。 在 细胞 器 和 细胞 质 内 含 物 丰 富 的 区 域 ， 中 间 纤 
维 在 胞 器 或 胞 质 内 含 物 外 综 较 紧密 地 聚集 ， 形 成 纤维 束 或 
纤维 带 ， 其 纤维 或 纤维 束 直径 在 10 ~ 30 nm。 在 邻近 位 置 的 
类 中 间 纤 维 形 成 较 松 散 的 网 ， 其 纤维 直径 在 10 nm 左右 
(HE I2), 

营养 大 核 除 去 核 膜 后 ， 外 围 有 级 40 ~ 50 nm 厚 的 核 纤 
层 。 核 纤 层 纤维 相互 聚集 成 绳索 状 或 条 带 状 ， 其 主要 由 直 
径 10 nm 左右 的 纤维 组 成 。 核 纤 层 外 附着 类 中 间 纤 维 ， 内 
S EMEMR IRSE. JEH. RD. PRESS X 2627 0E 65 
构 似 乎 与 核 纤 层 纤维 是 相互 接续 的 〈 图 版 I3)。 

营养 大 核 内 含有 核 骨 架 纤 维 组 成 的 网 络 结构 。 整 个 网 
络 由 直径 10 ~ 30 nm 的 核 骨架 纤维 及 其 纤维 束 或 纤维 带 组 
成 网 络 ， 其 中 大 部 分 网 格 的 大 小 、 形 态 不 一 致 ， 有 明显 的 
区 域 化 特征 。 有 时 在 纤维 网 上 附着 电子 密度 颗粒 【图 版 工 : 
4，5)。 

2.2 WEERA 

包 春 细胞 皮层 区 ， 类 中 间 纤 维 成 非 均匀 分 布 状 态 。 在 
包厢 壁 下 相当 于 表 质 层 或 邻近 表 质 层 位 置 ， 类 中 间 纤 维 聚 
集成 一 定 宽度 的 纤维 带 ， 其 中 由 直径 10 nm 左右 的 纤维 及 
其 纤维 东 形 成 不 规则 的 非 网 络 结构 ; 在 表 质 层 下 皮层 ， 类 
中 间 纤 维 集合 成 由 单 很 纤维 及 其 纤维 束 组 合 在 一 起 的 小 区 。 
此 外 .也 有 少数 纤维 及 其 纤维 东 形 成 网 格 , 与 所 述 纤维 结 
构 发 生 联 系 ， 而 无 类 中 和 间 纤 维 分 布 区 则 成 为 “空白 ”区 
(图 版 I6)。 

在 皮层 细胞 质 深 部 ， 常 见 类 中 间 纤 维 聚 集成 束 或 条 带 ， 
把 所 在 细胞 质 分 隔 成 多 个 小 区 ， 其 中 纤维 东 形 成 封闭 性 结 
构 、 内 部 无 纤维 或 很 少 有 纤维 ， 成 空 泡 状 ; 有 的 纤维 东 封 
闭 结构 内 有 类 中 和 间 纤 维 网 ， 但 不 同位 置 纤 维 网 密度 不 一 致 
(图 版 T7)}。 此 处、 也 偶 见 在 深部 细胞 质 位 置 ， 除 类 中 间 纤 
维 形成 的 网 络 和 处， 其 纤维 集合 成 粗细 不 一 的 纤维 束 ， 纤 维 
东 附 着 有 高 电子 密度 结构 的 情况 (RIS. 

大 核 核 纤 层 的 大 部 分 区 域 与 胞 质 中 间 纤 维和 核 内 的 核 
骨架 纤维 紧密 聚合 在 一 起 ,整个 一 层 厚度 约 100 nm ,该 层 密 
度 较 营 养 细胞 的 同 种 结构 要 高 得 多 ,是 其 中 的 纤维 集成 束 很 
少见 单 很 纤维 存在 。 在 细胞 质 面 ,类 中 间 纤 维 聚 集成 20 ~ 
30 nm 的 纤维 东 伸 向 核 纤 层 ,或 形成 密集 的 纤维 区 与 核 纤 层 
发 生 联 系 。 在 核 内 , 核 骨 架 纤 维和 核 纤 层 纤 维 紧 密 聚 集 或 掉 
互 艇 合 在 一 起 ,很 难 区 分 其 中 的 单 根 纤 维 (图 版 了 9)。 

整个 核 骨架 网 络 较 营养 细胞 的 同 种 结构 密集 得 多 ,但 
营养 细胞 核 中 观察 到 的 核 骨 架 纤 维 网 的 基本 形态 此 时 依 热 
存在 ， 其 中 由 单 根 纤维 和 粗细 不 同 的 纤维 束 组 成 网 络 ， 有 
的 网 格 小 ， 有 的 则 较 大 ， 由 此 使 相应 的 网 络 区 显示 不 同 的 
gH. 偶尔 也 见 具 有 高 电子 密度 的 小 区 ， 这 可 能 是 核 仁 所 
在 位 置 〈 图 版 I 100. 


3 讨 it 

本 文 应 用 DGD 包 埋 去 包 埋 方法 结合 透射 电镜 术 显 示 ， 
冠 罕 伪 尾 柱 虫 营养 网 胞 中 存在 类 中 间 纤 维 - 核 纤 层 - 核 骨 
架 体系 ,该 结构 体系 是 由 直径 10 nm 左右 的 纤维 及 其 纤维 东 
形成 胞 质 纤 维 网 和 细胞 核 核 纤 层 及 核 骨架 纤维 网 ,这 3 类 纤 
维 结构 互相 联系 ,在 纤毛 虫 细胞 内 组 成 以 中 间 纤 维 为 基本 形 
态 单元 的 细胞 上 骨架 体系 。 目 前 ,尽管 对 高 等 动物 细胞 中 的 胞 
质 骨 架 和 核 骨架 结构 已 有 较 深 人 的 研究 ,但 对 单 细胞 动物 所 
HE, HAER ESHA EE {Amoeba proteus } 的 细胞 
核 中 观察 到 复杂 的 蜂 离 状 核 纤 层 结构 (lickinger.1974) 后 ， 
至 今 仅 在 葛 毛 虫 金黄 滴 虫 { Ochromonas danica) RHS, 
1986 8 /] BR Si ( Euglena gracilis ) (1885 4$ 1999) 4 EH £f 
毛虫 哺 热 四 膜 虫 ( Tetrahymena thermophila Y (3E 9&2 $ ,1992; 
陈 彬 等 ,1994) 等 少数 原生 动物 中 发 现 这 类 结构 体系 。 因 此 ， 
作者 在 这 种 腹 毛 目 纤毛 虫 中 所 得 的 该 结构 体系 存在 的 证 据 
不 仅 可 对 进一步 了 解 进化 程度 较 商 的 纤毛 虫 细 胞 结构 的 分 
化 特征 提供 基础 资料 ,并 对 继续 探讨 细胞 模式 形成 与 功能 等 
关系 也 是 有 科学 意义 的 。 

纤毛 虫 形成 包 训 过 程 中 ， 以 油管 为 基本 形态 单元 的 细 
胞 骨架 结构 如 纤毛 、 纤 毛 器 基部 微 管 及 附属 油管 、 表 膜 下 
微 管 等 全 部 瓦解 或 部 分 瓦解 ， 而 即使 是 碱 剩 的 油管 也 是 处 
T3EZDEXAZS GB (o3R ds 89, JERE AE DECR CRI GU E I E 
2E diii n DI BERE dE ( Stylonychia mytilus) (Walker et al., 
1975), 1$3€:8 X b (Histriculus muscorum} (Matsusaka et 
al., 1984), JE LE SE UE IE UE Co EIS EUER Eu- 
plotes encysticus ). (EUR ERA, 1995) 等 ， 均 是 这 种 情况 。 而 
值得 注意 的 是 ， 笔 者 观察 到 ， RUE DERE HUE BL E 
过 程 中 ， 大 部 分 纤毛 及 纤毛 附属 油管 、 其 他 胞 质 微 管 退化 
瓦解 了 ， 订 眠 细胞 中 以 中 间 纤 维 为 基本 形态 单元 的 类 中 间 
纤维 - 核 纤 层 - 核 骨架 体系 则 依 热 存 在 ， 并 保持 了 与 营养 
细胞 中 同 种 结构 基本 相似 的 形态 。 这 一 结果 表明 ， 类 中 间 
纤维 -RFE - 核 骨架 体系 可 能 是 纤毛 虫 细 胞 中 较 微 管 结 
构 更 为 稳定 的 细胞 骨架 。 并 且 ， 由 于 目前 已 在 几 种 纤毛 虫 
中 证 实 ， 纲 胞 休眠 期 间 同 样 经 历 着 对 物质 的 消化 、 能 量 利 
用 和 细胞 代谢 等 活动 ( 李 茶 楚 等 ，1999; 顾 福 康 等 ，1999; 
陈 灵 等 ，2000)， 本 种 纤毛 虫 休眠 细胞 中 所 述 的 生命 活动 过 
程 想必 也 是 存在 的 。 鉴 于 类 中 间 纤 维 - RFE- 核 骨 架 体 
系 的 稳定 性 特征 、 作 者 推测 ， 在 纤毛 虫 细 胞 生命 活动 中 ， 
该 结构 体系 可 能 起 到 比 微 管 细胞 骨架 更 重要 的 作用 。 这 也 
是 我 们 下 一 步 要 研究 的 问题 。 

与 营养 期 纤毛 虫 的 同 种 结构 比较 ， 冠 突 擅 尾 柱 虫 休 眼 
细胞 中 细胞 核 核 纤 层 厚 且 致密 ， 核 骨架 纤维 网 络 也 非常 密 
K, 这 可 能 与 笔者 观察 到 的 休 卢 细胞 中 有 更 多 的 染色 质 附 
着 在 大 核 核 内 膜 ， 且 其 他 大 部 分 染色 质 相 互 聚 集 吕 ， 而 导 
致 相应 位 置 的 纤维 结构 的 聚集 有 关 。 


由 cuFK，NiB，Yang Z Y et al, (submit). Ultrastructural observations on the vegelalive and encysting Pseudourosisla cristata [J]. 
Acta Zool. Sin, [BURBE, R R, AESF, (RRR). 冠 突 伪 尾 柱 虫 营养 期 和 形成 甸 砷 期 间 细 欧 结 鬼 的 观察 . 动物 学 报 ] 
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图 版 说 A 
图 版 (Plae I) single filaments, big arrows show ihe network formed by filament-rib- 


00I: 胞 器 或 胞 器 内 含 物 (area of organelle or inclusion ) ; IF ; B [t 246 H 

MIEP HÈ Cintermediate-type filament) ; LA; Xf Z (lamina); NMF: 核 骨 

5B (nuclear matrix filament) ; NMFN ; 1 Er 3 2f PERS ( nuclear matrix fila- 

meni networks ) ; BN: AARS [X (big network ) ; SN :小 网 络 区 (small net- 
work ) EDP: Hà FEE PUES ( electron. dense particle) ; CW : £2 RE BE (cyst 
wall); VLS ; AREA $ ( vesicle-like structure ); HEDS: 高 电子 密度 结构 

(high electron dense structure) ; HDN ; 85 AE Pil {high dense network ) ; 

LDN: 低 密度 网 {low dense network ) ; NU : {E (nucleolus area); 1 ~ 

10: f: X3 0.5 um( bar 2 0.5 um)» 

1 ~ 5: 营养 细胞 {vegetative cell) 

6 ~ 10: KIR ÉL Æ {resting cell) 

. A3 NE BE rz Ese BR FE i5) 25 re fag £T EPI ( o] fg 3o S REESE 
组 或 的 网 络 , 大 第 头 示 鱼 维 东 组 成 的 网 络 )[intermediate-type fla- 
ment networks of subpelliocular cortex in vegetative P. cristasa {small 
arrows show ihe network formed by single filaments ,big arrows show the 
network formed by filament ribbons) ) 

. B ELS I t Dr in 208 np IR] EF EFI (7) Ry Sh s LER ET HE I FT 
络 , 大 箭头 示 媳 维 东 或 纤维 带 区 [ intermediate-type flament net- 
works of the cytoplasm deepe (small arrows show the network formed hy 


= 


ta 


bons or bands)] 

3. 胞 质 类 中 间 妊 维 、 核 纤 层 和 核 骨架 {intermediate-type filament , lami- 
na and nuclear matrix filament) 

4,5. ARE N {nuclear matrix filament networks ) 

6. 休眠 包 囊 表 膜 下 皮层 网 胞 质 的 类 中 间 妊 维 网 (小 箭头 示 纤 维 网 ， 
XS EE MER SET MERE! DX) [ intermediate-type filament networks of 
subpellicular cortex in cyst of P. eristaza. (small arrows show the fila- 
ment network , big arrows show the area formed by the filament. ribbon 
or band) ] 

7. É E: 8 BRL RC E] 205 h fe £F 9d PSI Coh 3C ET METIRI LOWE SCR £f 
MERC SR ET MESE ) [intermediate-type filament networks of the cytoplasm 
deeps (small arrows show the filament network , big arrows show the fil- 
ament ribbons or bands) ) 

8. 类 中 间 纤 维 束 {箭头 所 示 ) 及 高 电子 密度 结 构 [intermediate-type fil- 
ament ribbons (arrows) and high electron dense structure ] 

9, HB EL 2S ri [8] £T ME (CR 3C Bm ) ERST E A A RT e [ intermediate- 
type filament (arrows) ,lamina and nuclear matrix filament ] 

10. ARH SERI (nuclear matrix filament networks ) 
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